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RESUMEN 
Reconociendo la importancia de la correcta identificación de los insectos 
asociados a los cuerpos cadavéricos, para asi estimar el intervalo post mortem de 
una forma efectiva. Teniendo en cuenta, la incidencia de las moscas de la familia 
Calliphoridae en estos cuerpos y la dificultad que actualmente existe para su 
determinación taxonómica, se desarrollaron herramientas de diagnóstico 
molecular para la identificación de Calliphoridae de importancia forense en 
Colombia, mediante la amplificación y secuenciación de un fragmento del gen 
Citocromo Oxidasa 1 (COI), el cual es ampliamente utilizado en el programa 
código de barras.  
Las muestras fueron identificadas en el Laboratorio de Colecciones Entomológicas 
de la Universidad de Antioquia y enviadas al laboratorio de Evolución y 
Sistemática Molecular de la Universidad del Magdalena, para el desarrollo de las 
pruebas de diagnóstico molecular.  
La extracción de ADN se realizó utilizando el kit de extracción QIAGEN mediante 
el protocolo del fabricante. Posteriormente, se realizó la amplificación del gen COI, 
utilizando los primers LCO1490-L y HCO2198-L, diseñados por Folmer et al., 
(1994) y modificados por Nelson et al., (2007). Los ciclos de PCR fueron 
realizados de acuerdo a lo sugerido por Nelson et al., (2007) modificado y los 
productos fueron purificados con el kit de purificación de MACHEREY-NAGEL 
quienes posteriormente fueron enviados a MACROGEN (Korea) para ser 
secuenciados.  
Se desarrollaron análisis de Neighbour-Joining, de acuerdo a las distancias 
genéticas calculadas con base al modelo K2P, se realizaron análisis bayesianos 
(no particionado y particionado) y por último, se desarrolló una representación 
gráfica de la variación del fragmento de COI para cada especie.  
Se observó correspondencia entre los análisis de reconstrucción filogenética y la 
filogenia actualmente establecida para esta familia. Los datos respaldan la 
monofilia en la mayoría de las especies, lo cual es un buen indicativo para el uso 
de esta herramienta, ya que permite la delineación de cada especie en diferentes 
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clados; además se logró identificar una posible especiación críptica en la especie 
L. eximia, por lo cual se sugiere una revisión exhaustiva de este grupo. 
Palabras claves: K2P, Neighbour-Joining, diagnóstico molecular, intervalo post-
mortem.
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INTRODUCCIÓN 
La entomología forense es una disciplina que se basa en la utilización de insectos, 
los cuáles proveen información importante sobre el cadáver, especialmente 
relacionada con la estimación del intervalo post mortem (IPM) (Wolff et al., 2001). 
El IPM es el tiempo transcurrido desde el fallecimiento, hasta que es encontrado el 
cadáver (Carvalho et al., 2000). Este se calcula con base a la sucesión 
entomológica que se presenta en los cuerpos cadavéricos y teniendo en cuenta 
otras variables como humedad y temperatura a la que es encontrada el cadáver  
(Wolff et al., 2001; Schroeder et al., 2003; Yusseff, 2006; Harvey et al., 2008).  
Dentro de los insectos de importancia forense, encontramos representantes de 
diversos órdenes, quienes han sido bien referenciados en varias zonas del país, 
para la ciudad de Medellín por Wolff et al., (2001); para Santa Marta D.T.C.H. por 
Perdomo y Valverde (2008), entre otros, los cuales resaltan, así mismo, la 
abundancia y riqueza de los representantes de la familia Calliphoridae en los 
estudios forenses. 
Los califóridos (Diptera:Calliphoridae) han sido objeto de estudios importantes en 
trabajos realizados en todo el mundo, gracias a su aparición en los cuerpos 
cadavéricos y su importancia en la determinación del intervalo post mortem (Wells 
y LaMotte, 2001; Wolff et al., 2001; Schroeder et al., 2003; Dawnay et al., 2007; 
Harvey et al., 2008). 
Esta familia presenta alrededor de 1.000 especies en todo el mundo, pero en el 
Neotrópico se encuentran aproximadamente unas 126 especies, distribuida 
principalmente en cinco subfamilias: Calliphorinae, Luciliinae, Chrysomyinae, 
Melanomyinae y Mesembrinellinae (Amorin et al., 2002); En Colombia han sido 
registradas 30 especies de califóridas (Pape et al., 2004). 
La biología de los califóridos es muy variada: generalmente necrófagos, también 
los hay depredadores y parasitoides de caracoles y lombrices de tierra; 
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actualmente su biología recobra gran importancia en el área de la entomología 
forense.  
Estos insectos, históricamente han sido identificados por medio de caracteres 
morfológicos, (Whitworth, 2006; Ames et al., 2008; Amat, 2009; Flórez y Wolff, 
2009), la cual es una herramienta muy importante, pero que algunas veces 
presenta dificultades, por ejemplo, al encontrar el insecto incompleto en el cadáver 
o cuando se encuentra individuos en estadios larvales, lo que conlleva a la criar en 
laboratorio las larvas y/o pupas recolectadas, que se traduce a un gasto de tiempo 
y recursos, ya que esta es una labor algo compleja (Catts, 1992; Harvey et al., 
2008; Torres et al., 2006). 
Con el advenimiento de herramientas en biología molecular, han venido 
desarrollándose técnicas que facilitan la determinación de especies. 
Recientemente, la utilización de un sistema de códigos de barras genéticos, que 
ayuda a la identificación de especies problema, ha sido aplicada para muchos 
organismos (Catts, 1992; Folmer et al., 1994; Herbert et al., 2003; Armstrong y 
Ball, 2005; Ballet al., 2005; Hebert y Gregory, 2005; Dawnay et al., 2007). 
Para el uso de estos códigos de barras genéticos, se ha propuesto la utilización 
del gen mitocondrial que codifica para la subunidad I de la proteína Citocromo 
Oxidasa (COI), debido a que es un gen que presenta pocas variaciones en la 
evolución y resulta fundamental la secuenciación de este para la discriminación 
entre especies (Folmer et al., 1994; Remigio y Hebert, 2003; Hogg y Hebert, 2004; 
Wheeler, 2005; Dawnay et al., 2007; Nelson et al., 2007).Este gen ya ha sido 
utilizado, en otras partes para la identificación de metazoos (Folmer et al., 1994), 
gastrópodos (Remigio y Hebert, 2004), colémbolos (Hogg y Hebert, 2004), 
insectos como: efemerópteros (Ball et al., 2005), lepidópteros (Hebert et al., 2003), 
moscas de importancia forense (Meiklejohn et al, 2011) además de trabajos 
relacionados con la identificación de califóridos (Stevens y Wall, 2001; Nelson et 
al., 2007; Harvey et al., 2008), de los cuales ninguno ha incluido muestras 
biológicas de Colombia. 
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Con base en lo anterior, este trabajo tiene como objetivo desarrollar herramientas 
de diagnóstico molecular para la identificación de Calliphoridae de importancia 
forense en Colombia, mediante la amplificación y secuenciación del gen Citocromo 
Oxidasa 1 (COI). 
1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
En las últimas décadas el uso de la entomología forense ha aumentado dada su 
efectividad como herramienta en la determinación del intervalo de tiempo 
postmortem (IPM). En primera instancia este estimativo requiere de la 
identificación de la especie encontrada. 
Algunos insectos, como dípteros, coleópteros, avispas, entre otros,  son muy 
utilizados como organismos bioindicadores (Perdomo y Valverde, 2008), los 
cuales son muy importantes en la determinación del intervalo post mortem (IPM) 
en un cadáver, dependiendo de la especie encontrada,  del estado de desarrollo 
de la misma y del conocimiento que se tenga sobre el ciclo de vida de la especie 
con relación a la temperatura del cadáver (Yusseff, 2006). 
La familia Calliphoridae es el grupo más ampliamente utilizado en IPM, sin 
embargo, las escasas diferencias morfológicas, principalmente en estados 
inmaduros de las especies de califóridos, no permiten una fácil identificación, 
incluso para especialistas. Además, en los cadáveres no siempre se encuentran 
organismos (larvas, juveniles y/o adultos) cuyo cuerpo está completo, de esta 
manera resulta más difícil su identificación hasta especie (Harvey et al., 2008). 
Actualmente la entomología forense para la confirmación del tiempo de muerte de 
un cadáver es poco usada en Colombia. Esto se debe a que no existe suficiente 
información de las especies de moscas carroñeras y son pocos los taxónomos 
expertos disponibles para su identificación.  
Recientemente, en otros países se han desarrollado técnicas basadas en ADN 
como herramienta taxonómica. Sin embargo, dada la especificidad por regiones, la 
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información generada en otros países no puede ser usada para la identificación de 
las especies colombianas.  
De esta manera, no se han desarrollado herramientas de diagnóstico molecular 
para los Calliphoridae de importancia forense en Colombia mediante la 
amplificación y secuenciación del código de barra-gen COI. 
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2. MARCO CONCEPTUAL 
2.1. Entomología Forense 
La entomología forense es la ciencia que estudia el uso de insectos y de otros 
artrópodos que habitan los restos humanos en descomposición en investigaciones 
judiciales. El campo de la entomología forense está usualmente dividido en tres 
áreas generales: Médico-legal, urbana, pestes almacenadas en productos. El 
campo médico legal estudia los insectos necrófagos o carroñeros que infectan 
restos humanos después de muerte. Su uso ha aumentado dada su efectividad 
como herramienta en la determinación del intervalo post mortem (IPM). El aspecto 
urbano trata con insectos que afectan al hombre y su entorno ambiental 
(sinantropía). Esta área tiene componentes tanto criminales como civiles, ya que 
las pestes urbanas se alimentan tanto de vivos como de muertos. Las pestes 
urbanas tienen mucha importancia económica y por tanto un entomólogo forense 
puede participar en procedimientos civiles que impliquen daños monetarios 
causados por estas pestes. Finalmente, los insectos almacenados en productos 
pueden servir como evidencia en procesos criminales o civiles que impliquen 
contaminación alimentaria (Amendt et al., 2007).  
La identificación de la especie encontrada en asociación con un cadáver es uno de 
los primeros pasos utilizados en entomología forense para estimar el intervalo post 
mortem (IPM) (Wells y LaMotte, 2001). Sin embargo, el uso de moscas carroñeras 
en la valoración de IPM ha sido obstaculizado por las dificultades asociadas con la 
identificación correcta de la especie en las diferentes etapas de desarrollo, 
huevos, larvas, pupas y adultos (Catts, 1992), particularmente cuando sólo hay 
fragmentos del insecto (e.g. pupas, larvas o adultos muertos, descompuestos o 
partes de estos) disponibles para el análisis. La identificación de moscas 
carroñeras requiere del conocimiento taxonómico del especialista, confiando a 
menudo en el reconocimiento de pequeñas variaciones en características 
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morfológicas y en la disección e inspección de los órganos genitales en los adultos 
(Wallman, 2001). La semejanza morfológica de las diferentes especies de 
califóridos, especialmente en sus estadios inmaduros, hacen de la identificación 
basada en ADN una herramienta ventajosa. Por estas razones, la utilidad de la 
secuencia del código de barras de COI para la identificación de moscas de 
importancia forense ha sido probada y aplicada con éxito en países como 
Alemania (Schroeder et al., 2003; Boehme et al., 2012), Inglaterra (Ames et al, 
2006), Australia (Nelson et al., 2007), Italia (Alessandrini et al., 2008), Tailandia 
(Preativatanyou et al., 2010), entre otros. 
La gran importancia de esta herramienta médico legal puede ser reflejada, como 
ejemplo, en el conocido ―Caso Carrasco‖, el cual es descrito por Olivia y Ravioli 
(2004),en donde el soldado Omar Octavio Carrasco es denunciado como desertor 
en Zapala (Sureste de Argentina); después de un mes aparece su cadáver en 
terreno del cuartel. Las muestras de insectos encontradas en las prendas y en el 
cuerpo del cadáver correspondían a larvas maduras de califóridos, pupas y 
puparios vacíos de mosca verde común, adultos de coleópteros, adultos de 
avispas (Hymenoptera: Vespidae), entre otras. De acuerdo a las especies y 
estados de desarrollo encontrados en cada una de ellas, se estimó 
razonablemente unos 25-30 días de fallecido. La ausencia de oleadas sucesivas 
de moscas sugería que el cuerpo había sido encerrado en un lugar oscuro. 
Además, debido a los hallazgos vivos en las prendas del cadáver, indicaban que el 
cuerpo había quedado al aire libre poco antes de ser hallado. 
 
2.2. Códigos de barra genéticos 
Se ha sugerido que el método y la región de ADN para la identificación de todos 
los animales en la tierra debería ser estandarizado, utilizando la herramienta 
conocida como ‗códigos de barras genéticos‘ (Hebert et al., 2003). Este 
acercamiento utiliza una región del gen que codifica para la primera subunidad del 
19 
 
citocromo oxidasa (COI) del genoma mitocondrial, correspondiente a los 
nucleótidos de las posiciones 1490 - 2198 del genoma mitocondrial del Drosophila 
yakuba (Clary y Wolstenholme, 1985). 
El gen COI ha demostrado ser conveniente para la identificación de una gran 
variedad de taxones, incluyendo gasterópodos (Remigio y Hebert, 2003), 
colémbolos (Hogg y Hebert, 2004), mariposas (Hebertet al., 2004), aves (Hebertet 
al., 2004b), efemerópteros (Ballet al., 2005), peces (Ward et al., 2005), entre otros.  
Los proponentes de ―código de barras genéticos‖ visionan la construcción de una 
base de datos universal que incluya todas las secuencias de COI de animales, que 
además serviría como base para un sistema global de bioidentificación de 
animales (Hebert et al., 2003). Las ventajas de los códigos de barras genéticos 
para la identificación y el descubrimiento de especies ha sido bastante discutida 
(Hebert y Gregory, 2005) y el concepto continúa siendo tema de debate (Wheeler, 
2005). Sin embargo, se cree que la consolidación de un sistema estandarizado 
para la identificación de especies fortalecería esfuerzos de investigación globales 
y sería beneficioso para la identificación de especies de importancia médica, 
económica o ambiental (Armstrong y Ball, 2005). La técnica de códigos de barras 
genéticos puede ser de especial utilidad para la identificación de taxones para las 
cuales el uso de la morfología, o la presencia de diferentes estadios de desarrollo, 
es problemático.  
En la estandarización y validación de esta técnica, es de vital importancia la 
realización de los análisis de divergencia genética dentro y entre las especies 
(distancias intra e inter-especificas, respectivamente), en donde, idealmente se 
espera la aparición de un gap o una zona donde el valor superior de las distancias 
intra-específicas se encuentre alejado del valor inferior de las distancias inter-
específicas y de esta manera, no exista un solapamiento entre estos dos 
parámetros (Meyer y Paulay 2005; Roe y Sperling, 2007). Además de esto y de 
manera complementaria, se ha utilizado métodos de agrupamiento (Neigbour-
Joining) y de reconstrucción filogenética (Bayesiano y Máxima Verosimilitud, 
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principalmente), para la validación de esta técnica, gracias a la evaluación de las 
monofilias recíprocamente específicas que se dan de forma clara con datos de 
esta naturaleza (Meyer y Paulay 2005; Nelson et al., 2007; Whitworth, 2007; 
Meiklejohn et al, 2011). 
Aún no se ha estandarizado un valor de distancia intra e inter-específica para las 
especies de la familia Calliphoridae y para el gen COI, pero se ha observado 
valores promedios mínimos de distancia inter-específica y máximos de intra-
específica de y 0.480% y 0.295% respectivamente (Nelson et al., 2007), siendo 
estos los únicos, que pudieron ser identificados, a pesar que en esta familia se 
han desarrollado otros estudios de este tipo (Schroeder et al., 2003; Ames et al, 
2006; Whitworth et al., 2007; Alessandrini et al., 2008; Giraldo et al., 2011).  
A pesar de ser una técnica de mucha utilidad en diversos campos, desde sus 
inicios la propuesta de utilizar códigos de barras de ADN generó grandes 
controversias a nivel mundial como herramienta de identificación, esta 
problemática se da, debido a la confusión que existe entre esta técnica de 
identificación molecular y una técnica muy distinta que es la taxonomía molecular, 
también conocida como taxonomía de ADN, siendo esta última una identificación 
no basada en caracteres morfológicos, sino únicamente en ADN. En microbiología 
esta la taxonomía de ADN es una técnica muy aceptada, mientras que en 
sistemática de eucariotas, no lo es; pero el método denominado ―códigos de 
barras de ADN o códigos de barras genéticos‖ se propone como una herramienta 
complementaria a la taxonomía tradicional (Paz et al., 2011). 
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3. ANTECEDENTES 
La entomología forense es la ciencia que estudia los insectos asociados al 
proceso de descomposición cadavérica; se considera una herramienta útil para 
esclarecer incógnitas que rodean a los cadáveres encontrados en circunstancias 
particulares. En muchos países, los estudios sobre entomología forense son 
amplios y utilizan esta ciencia como herramienta en el ámbito legal. En Colombia 
se han realizado algunos estudios en entomología forense, los cuales se han 
enfocado principalmente en la determinación taxonómica de las especies y de los 
procesos de sucesión de entomofauna cadavérica, de esta forma se han 
desarrollado claves para la determinación de estados inmaduros de moscas de la 
familia Calliphoridae (Flórez y Wolf, 2009), así mismo, se han descrito algunos 
patrones de sucesión de insectos carroñeros (Wolf et al., 2001; Martínez et al., 
2007; Perdomo y Valverde, 2008; Salazar, 2008; Segura et al., 2009;). A pesar de 
esto, en Colombia aún el trabajo es escaso y faltan investigaciones que 
fortalezcan esta ciencia para lograr que se convierta realmente en una 
herramienta judicial (Yusseff, 2006). 
Uno de los aspectos que limita la utilización de la entomología forense es la 
dificultad de identificar las especies en estadios inmaduros, por tal motivo, la 
caracterización molecular es una herramienta usada con éxito en otros países 
para este propósito (Harvey et al., 2008). 
La técnica de códigos de barras genéticos puede ser de especial utilidad para la 
identificación de taxones para los cuales el uso de la morfología, o la presencia de 
diferentes estadios de desarrollo, es problemático. Por estas razones, la utilidad 
de la secuencia del código de barras de COI para la identificación de especies ha 
sido probada y aplicada con éxito en diferentes organismos, inclusive Beltran y 
Bernal (2009) destacan que en el caso de los tardígrados, el código de barras de 
ADN podría ser la única herramienta universal disponible para su identificación, los 
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cuales ya han sido probados en estudios anteriores (Blaxter et al., 2004); además 
este método ha sido ampliamente utilizado y validado con hasta un 97% de 
efectividad para aves, mamíferos, peces y varios artrópodos (Meusnier et al., 
2008; Eaton et al., 2009;). 
A nivel mundial se han realizados proyectos que buscan validar los códigos de 
barras en especies con gran importancia antropogénica, es por esto que las 
moscas de importancia forense (Meiklejohn et al., 2011), principalmente de la 
familia Calliphoridae ha sido aplicada con éxito en varios países en todo el mundo 
(Schroeder et al., 2003; Ames et al, 2006; Nelson et al., 2007; Whitworth et al., 
2007; Alessandrini et al., 2008; Giraldo et al., 2011). En estos casos, la región COI 
del genoma mitocondrial es amplificada y secuenciada, y la secuencia es 
comparada con una base de datos de taxones previamente identificados. 
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4. JUSTIFICACIÓN 
Se realizarán aportes importantes de secuencias a las bases de datos mundiales 
de los sistemas Genbank y BOLD, incluyendo, de esta manera,  algunas especies 
que anteriormente no han sido secuenciadas, tales como B. splendens, P. 
fulvinota, Huascaromusca sp., L. peruviana y C. verena. 
Mediante este proyecto se va a potenciar el uso de la entomología forense en 
Colombia. El desarrollo de marcadores moleculares para el reconocimiento de 
especies va a contribuir al desarrollo de una base de datos nacional que contenga 
las secuencias de ADN y la información diagnostica para todas los califóridos de 
importancia forense. 
La entomología forense, para la resolución de casos legales, ha sido una 
herramienta ampliamente utilizada en diversos países latinoamericanos como 
Argentina (Torres et al., 2006), Brasil (Oliveira y Mello, 2004), entre otros, lo que 
ha sido de gran importancia para la resolución de estos casos judiciales. De esta 
manera, con este proyecto se espera hacer un llamado a las autoridades judiciales 
en Colombia, para la utilización de estas técnicas de diagnóstico forense, en la 
resolución de casos judiciales.   
Este trabajo servirá como base para la formulación de futuros proyectos que 
permitan la estandarización de técnicas de códigos de barras genéticos, 
principalmente, en insectos de importancia forense.
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5. OBJETIVOS 
5.1. General 
Desarrollar un sistema para la identificación de las especies de califóridos 
(Calliphoridae, Diptera) de importancia forense en Colombia mediante la 
secuenciación del código de barras genético del gen COI.  
5.2. Específicos 
 Estandarizar la técnica de PCR para la amplificación de la región COI en las 
diferentes especies de califóridos de importancia forense en Colombia. 
 Secuenciar y comparar las secuencias de la región COI en las diferentes 
especies de califóridos de importancia forense en Colombia para determinar su 
viabilidad como marcador molecular para su identificación.  
 Incluir en las bases de datos mundiales información específica para 
Colombia que permita la identificación de especies de califóridos por 
comparación de secuencias ADN. 
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6. HIPÓTESIS 
El código de barras genético obtenido mediante la secuenciación del gen 
citocromo oxidasa I (COI) permitirá identificar especies de califóridos (Diptera) de 
importancia forense en Colombia.  
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7. METODOLOGÍA 
7.1. Muestras 
Las muestras fueron identificadas en el Laboratorio de Colecciones Entomológicas 
de la Universidad de Antioquia, liderado por la Dra. Marta Wolff, y enviadas al 
laboratorio de Evolución y Sistemática Molecular de la Universidad del Magdalena, 
para el desarrollo de las pruebas de diagnóstico molecular, donde se encuentran 
disponibles y preservadas en alcohol al 95%; estas muestras fueron colectadas en 
diferentes pisos altitudinales representativos del país. Los sitios de colecta de las 
muestras se encuentran detallados en la tabla 1. 
Tabla 1. Lista de especies, localidades, altura
1
 y región de colecta.  
                                                             
1 ARSL: El Arsenal, SMTA: Santa Marta – Magdalena BGRE: Corregimiento El Bagre, SPDRO: Vereda San 
Pedro, FLSTA: Vereda la Floresta - El cañón - Finca los Robles, CONGO: Páramo de Santa Inés – El Congo, 
PLMTAS: Corregimiento Las Palmitas, SANT: San Antonio De Prado, SJSE: San José de la Montaña, SSEB: 
Envigado Bosque San Sebastián, RHA: Municipio de Riohacha – La Guajira, JARDIN: Co. Ant. Jardin, SVCTE: 
Co. Ant. San Vicente 
Especie Subfamilia Localidad
Altura 
(msnm)
Region 
Blepharicnema splendens Calliphorinae FLSTA 2375 Occidente Antioqueño
Calliphora nigribasis Calliphorinae SJSE 3000 San José de la Montaña 
Calliphora nigribasis Calliphorinae CONGO 3000 Páramo de Santa Inés
Calliphora nigribasis Calliphorinae PLMTAS 2600 Corregimiento Medelllin
Chloroprocta idioidea Chrysomyinae ARSL 600 Costa Caribe
Chrysomya albiceps Chrysomyinae BGRE 150 Cañon del Rio Cauca
Chrysomya albiceps Chrysomyinae SPDRO 1200 Maceo-Antioquia
Chrysomya megacephala Chrysomyinae SMTA 10 Costa Caribe
Cochliomyia hominivorax Chrysomyinae SMTA 10 Costa Caribe
Cochliomyia macellaria Chrysomyinae SMTA 10 Costa Caribe
Cochliomyia macellaria Chrysomyinae BGRE 150 Cañon del Rio Cauca
Cochliomyia macellaria Chrysomyinae SPDRO 1200 Maceo-Antioquia
Compsomyiops verena Chrysomyinae CONGO 3000 Páramo de Santa Inés
Compsomyiops verena Chrysomyinae PLMTAS 2600 Corregimiento Medelllin
Hemilucilia semidiaphana Chrysomyinae SSEB 1850 Sur Medellin
Hemilucilia semidiaphana Chrysomyinae SVCTE 2200 Oriente Antioqueño
Paralucilia fulvinota Chrysomyinae SPDRO 1200 Maceo-Antioquia
Lucilia eximia Luciliinae ARSL 600 Costa Caribe
Lucilia eximia Luciliinae BGRE 150 Cañon del Rio Cauca
Lucilia eximia Luciliinae SMTA 10 Costa Caribe
Lucilia peruviana Luciliinae SSEB 1850 Sur Medellin
Lucilia peruviana Luciliinae SVCTE 2200 Oriente Antioqueño
Lucilia cuprina Luciliinae SANT Sur Medellin
Lucilia sericata Luciliinae RHA 10 Costa Caribe
Henriquella sp Mesembrinellinae JARDIN 2375 Occidente Antioqueño
Huascaromusca sp. Mesembrinellinae JARDIN 2375 Occidente Antioqueño
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Además, se utilizaron secuencias descargadas de la base de datos de Genbank, 
para de esta manera ampliar la muestra y evaluar la herramienta de códigos de 
barras en la delimitación de especies. Las secuencias descargadas de Genbank 
se relacionan en tabla 2: 
Tabla 2. Secuencias descargadas de GenBank. Zona geográfica de las especies: BRA: Brasil, KR: 
Korea, GER: Alemania, JAM: Jamaica, USA: Estados Unidos, BEL: Bélgica, SGP: Singapur.  
ESPECIE Subfamilia Codigo GenBank 
Calliphora vicina BRA Calliphorinae JQ246672 
Calliphora vicina KR Calliphorinae EU880189 
Chrysomya albiceps BRA Chrysomyinae JQ246659 
Chrysomya albiceps GER Chrysomyinae HE814059 
Chrysomya megacephala BRA Chrysomyinae JQ246662 
Cochliomyia hominivorax BRA Chrysomyinae HM185561 
Cochliomyia hominivorax JAM Chrysomyinae HM185528 
Cochliomyia macellaria BRA Chrysomyinae JQ246666 
Cochliomyia macellaria USA Chrysomyinae AF295555 
Compsomyiops callipes USA   Chrysomyinae AF295549 
Compsomyiops fulvicrura SGP Chrysomyinae FJ025607  
Haematobia irritans (Out group) Muscoidea JQ246702 
Glossina morsitans (Out group) Hippoboscoidea JQ246706 
Lucilia eximia BRA Lucillinae JQ246678 
Lucilia eximia BRA2 Lucillinae JF928490 
Lucilia eximia BRA3 Lucillinae JF928488 
Lucilia eximia BRA4 Lucillinae DQ453491 
Lucilia sericata BEL Lucillinae JX295738 
Lucilia sericata BRA Lucillinae JQ246679 
Mesembrinella bellardiana BRA Mesembrinellinae JQ246688 
Mesembrinella bicolor BRA Mesembrinellinae JQ246689 
Mesembrinella peregrina BRA Mesembrinellinae JQ246690 
Musca domestica (Out group) Muscoidea JQ246703 
Paralucilia paraensis BRA  Chrysomyinae HM639978 
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7.2. Extracción de ADN 
Sólo fueron usados ejemplares adultos, a quienes mediante la remoción de la 
zona torácica, se realizó la extracción de ADN, se hace relevante la utilización de 
esta zona, ya que hay mayor concentración de músculos que intervienen en el 
movimiento, por lo tanto las células tienes una alta concentración de mitocondrias, 
cuyo ADN contiene el gen COI  (Steven y Wall, 2001; Ball et al., 2005).  
Para la extracción se utilizó el kit de extracción de ADN de QIAGEN (DNeasy 
Bloody & Tissue Handbook de Qiagen). Se tomó un fragmento de tejido por cada 
ejemplar de la zona antes mencionada y se colocó en un tubo de microcentrífuga 
de 1,5 ml al cual se le añadió 180 µl del buffer ATL; posteriormente, se agregaron 
20 µl proteinasa K a la muestra y esta fue macerada y posteriormente incubada a 
56ºC durante 12 horas en un baño seco (Digital Dry Bath). Terminado el periodo 
de incubación, se agregaron 200 µl del buffer AL, se agitó en un vortex durante 15 
segundos y luego se le agregaron 200µl de etanol (96%) para ser agitado 
nuevamente en el vortex. Seguido a esto, se extrajo el contenido líquido del tubo 
de microcentrifuga y se colocó dentro de una columna DNeasy mini spin y un tubo 
de 2ml, centrifugándose a 8000 rpm durante un minuto, luego se descartó el tubo 
y se conservó la columna DNeasy mini spin, la cual fue colocada en un nuevo tubo 
de 2ml.  
Posteriormente se agregaron 500µl del buffer AW1, se centrifugó durante 1 minuto 
a 8000 rpm, se descartó nuevamente el tubo de 2ml conservando la columna. Se 
colocó la columna en un nuevo tuvo de 2 ml y se agregó 500µl del buffer AW2, se 
centrifugó durante 3 minutos a 14000 rpm y luego se descartó el tubo de 2ml. En 
esta ocasión la columna DNeasy mini spin fue transferida a un nuevo tubo  de 
microcentrífuga de 1,5 ml y se le agregó 200µl del buffer AE (buffer de elución). 
Terminado esto se incubó en temperatura ambiente durante un minuto y luego se 
centrifugó durante un minuto a 8000 rpm. Los productos de la extracción de ADN 
se amplificaron mediante PCR. 
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7.3. Amplificación y secuenciación de ADN 
Para la amplificación del gen COI del genoma mitocondrial se utilizaron los primers 
universales para insectos que amplifican este gen, diseñados por Folmer et al., 
(1994) y modificados por Nelson et al., (2007). La secuencia de los primers 
utilizados es: LCO1490-L (5′ -GGTCWACWAATCATAAAGATATTGG-3′) y 
HCO2198-L (5′-TAAACTTCWGGRTGWCCAAARAATCA-3′).  
Para las reacciones de PCR se utilizaron 2 µl de ADN extraído en reacciones de 
25-µL, usando concentraciones finales de cada reactivo, de la siguiente manera: 
0,1 U/mL de Taq Polimerase (0,5 µL de Taq Polimerasa 5U/mL; abm), 3,5 mM de 
MgCl2 (3,5 µL de MgCL2 a 25mM; abm), 1X de Buffer PCR (No MgCl2; 2,5 µL de 
Buffer PCR a 10X; abm), 0,2 mM de DNTP‘s (0,5 µL de DNTP´s a 10mM; Bioline), 
0,4 mM de cada primer (1 µL de cada primer a 10mM) y se completa con agua 
destilada y  autoclavada (14 µL de agua), hasta alcanzar 25 µL de reacción de 
PCR. 
Las reacciones de amplificación se realizaron de acuerdo a lo sugerido por Nelson 
et al., 2007 modificado, con una temperatura inicial de desnaturalización de 94°C 
durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos con los siguientes parámetros: 30 
segundos a 94°C, 30 segundos a 54°C y 2 minuto a 72°C, seguido por un paso de 
extensión final a 72°C por 5 minutos. 
Los productos de PCR fueron verificados mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 2% con GelRed, utilizando un marcador de peso molecular 
HypperLadder II. Los productos obtenidos mediante la amplificación de COI fueron 
purificados mediante el kit de purificación de ácidos nucleicos y proteínas de 
MACHEREY-NAGEL, de acuerdo al protocolo del proveedor y estos productos de 
purificación fueron enviados a empresa MACROGEN (Korea) donde fueron 
secuenciados.  
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7.4. Análisis de las secuencias 
7.4.1. Verificación, edición y alineamientos de las secuencias 
Las secuencias obtenidas fueron verificadas mediante la herramienta BLAST del 
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) y Barcoding of life Data (BOLD) System 
(www.boldsystems.org; RatnasinghamyHebert, 2006), para así corroborar que las 
secuencias obtenidas en laboratorio, pertenecen al gen COI en moscas de la 
familia Calliphoridae. 
Las secuencias obtenidas fueron editadas manualmente utilizando los programas 
BioEdit Sequence Alignment Editor (Version 7.0.9.0; Hall, 1999) y alineadas 
utilizando el algoritmo ClustalW (Thompson et al., 1994) mediante el programa 
MEGA 5 (Tamura et al., 2011); en el alineamiento de las secuencias, se tuvieron 
en cuenta la corrección de los marcos de lectura, para de esta forma evitar que 
dentro de la secuencia se encontraran codones de parada o codones STOP, ya 
que estas secuencias son codificantes. 
 
7.4.2. Inferencia Filogenética 
Los análisis de divergencia de secuencias de nucleótidos fueron realizados a 
través del programa MEGA 5.0 (Tamura et al, 2011), las cuales fueron calculadas 
utilizando el modelo de distancia de Kimura 2 parámetros ―K2P‖ (Kimura, 1980), 
con quien se calculó las distancias genéticas inter e intra-específicas (las intra 
especificas solamente se realizaron con las especies que se contaban con más de 
una secuencia), con bootstrap de 1000 réplicas, donde fueron registrados los 
promedios de los valores de distancias y los errores estándar (SE). Con base a los 
valores de distancia, se realizó el análisis Neighbour-Joining (NJ), el cual provee 
una representación gráfica de los patrones de divergencia entre especies. 
Los análisis Bayesianos fueron realizados con MrBayes 3.1.2. (Huelsenbeck y 
Ronquist, 2001), para el cual se utilizaron dos tipos de análisis, uno no 
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particionado y uno particionado. Para el primero se utilizó un modelo de sustitución 
de nucleótidos de Tiempo Generacional Reversible con distribución Gamma 
Invariable (GTR+G+I), para el cual se incluyeron las tres posiciones de los 
codones de la secuencia de COI. El segundo análisis, se realizó de dos maneras; 
la primera utilizando un modelo diferente para cada posición del codón de la 
secuencia de COI, de esta manera, se empleó el modelo GTR+I+G para la 
primera posición, F81 para la segunda posición, y el modelo GTR+G, para la 
tercera posición; finalmente se hizo otro análisis particionado excluyendo la tercera 
posición de los codones de la secuencia de COI, el cual fue realizado con los 
modelos antes mencionados para la primera y segunda posición. La selección del 
mejor modelo para cada posición en cada análisis se realizó con el programa 
JmodelTest 0.1 (Posada, 2008), utilizando el criterio del mínimo valor de AIC 
(Criterio de Información de Acaike), como principal parámetro para la elección del 
modelo. 
En todos los análisis, se designaron a Musca domestica, Haematobia irritans y 
Glossina moritans como grupos externos.  
También se realizaron los análisis de distancia, NJ y bayesiano particionado (con 
las tres posiciones), excluyendo las especies que presentaron solo una secuencia 
en los análisis anteriores (excepto el grupo externo) y se agrupo a la especie 
Lucilia eximia en dos subgrupos, donde el subgrupo 1 está conformado por L. 
eximia BRA2, BRA3, BRA4 y SMTA; y el subgrupo 2 por L. eximia ARSL, BGRE y 
BRA. 
 
7.4.3. Ilustración de heterogeneidad de COI por especies 
Se realizó una representación compuesta de la variación del fragmento del gen 
COI para cada una de las especies aquí evaluadas, a través del programa en línea 
Fingerprint. http://evol.mcmaster.ca/fingerprint (Lou y Golding, 2007). Esta 
representación ilustra la heterogeneidad en un sitio específico dentro de la región 
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de código de barras, como un porcentaje de la línea vertical trazada para 
representar la heterogeneidad en cada par de bases en sitios específicos (Fisher y 
Smith, 2008). Además de esto, esta herramienta nos muestra el valor de longitud 
de las ramas para cada taxón, con base a un árbol construido a partir de las 
secuencias alineadas (Lou y Golding, 2007).  
 
7.4.4. Inclusión de secuencias a bases de datos  
Las secuencias obtenidas, fueron incluidas tanto en GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/), utilizando la aplicación de Sequin 12.30, 
de acuerdo a las instrucciones otorgadas desde el enlace 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/Sequin/QuickGuide/sequin.htm. Además, 
estas secuencias, fueron incluidas en la biblioteca de códigos genéticos del 
consorcio ―Barcoding‖ of the life‖ http://www.boldsystems.org/views/login.php de 
acuerda a las instrucciones para Boldsystem V3, 
http://www.boldsystems.org/index.php/resources/handbook?chapter=1_gettingstart
ed.html. (Tabla 3.) 
8. RESULTADOS 
8.1. Característica de las Secuencias 
Después de ser editadas las secuencias y corregidos los marcos de lectura, todas 
tuvieron un total  de 545 nucleótidos, representando 20 especies de califóridos 
(Diptera:Calliphoridae), quienes están depositadas en las bases de datos de 
Genbank y Boldsystems (Tabla 3). El alineamiento de las secuencias mostró 
ausencia de inserciones y deleciones, tal como lo observado por otros autores que 
han utilizado este gen como códigos de barras (Hebert et al., 2003; Nelson et al., 
2007). La composición promedio de nucleótidos fue de T= 38,2%, C= 16,1%, 
A=29,9% y G=15,8% (Tabla 4). La frecuencia de las transiciones fueron mayores a 
las transversiones, representadas por 68,37% y 31,64%, respectivamente (tabla 
5.). 
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Tabla 3. Especies de Calliphoridae utilizadas y códigos de registro de Genbank y 
BoldSystems. 
Especie Genbank BOLD 
Blepharicnema splendens  FLSTA KC568246 SWCCO001-13 
Calliphora nigribasis   CONGO KC568247 SWCCO002-13 
Calliphora nigribasis  PLMTAS KC568248 SWCCO003-13 
Calliphora nigribasis  SJSE KC568249 SWCCO004-13 
Calliphora nigribasis  SJSE2 KC568250 SWCCO005-13 
Calliphora nigribasis  SJSE3 KC568251 SWCCO006-13 
Chloroprocta idioidea  ARSL KC568252 SWCCO007-13 
Chloroprocta idioidea  ARSL2 KC568253 SWCCO008-13 
Chloroprocta idioidea  ARSL3 KC568254 SWCCO009-13 
Chloroprocta idioidea  ARSL4 KC568255 SWCCO010-13 
Chrysomya albiceps  BGRE KC568256 SWCCO011-13 
Chrysomya albiceps   BGRE2 KC568257 SWCCO012-13 
Chrysomya albiceps  SPDRO KC568258 SWCCO013-13 
Chrysomya megacephala  SMTA KC568259 SWCCO014-13 
Chrysomya megacephala  SMTA KC568260 SWCCO015-13 
Cochliomyia hominivorax  SMTA KC568261 SWCCO016-13 
Cochliomyia macellaria  BGRE KC568262 SWCCO017-13 
Cochliomyia macellaria  SMTA KC568263 SWCCO019-13 
Cochliomyia macellaria  SPDRO KC568264 SWCCO018-13 
Compsomyiops verena  CONGO KC568265 SWCCO020-13 
Compsomyiops verena  PLMTAS KC568266 SWCCO021-13 
Hemilucilia semidiaphana  SSEB KC568267 SWCCO022-13 
Hemilucilia semidiaphana  SVCTE KC568268 SWCCO023-13 
Huascaromusca sp.  JARDIN KC568269 SWCCO024-13 
Lucilia eximia  ARSL KC568270 SWCCO025-13 
Lucilia eximia  BGRE KC568271 SWCCO026-13 
Lucilia eximia  SMTA KC568272 SWCCO027-13 
Lucilia peruviana  SSEB KC568273 SWCCO028-13 
Lucilia peruviana  SVCTE KC568274 SWCCO029-13 
Lucilia cuprina  SANT KC568275 SWCCO030-13 
Lucilia sericata  RHA KC568276 SWCCO031-13 
Mesembrinella sp  JARDIN KC568277 SWCCO032-13 
Paralucilia fulvinota  SPDRO KC568278 SWCCO033-13 
 
 
 
 
 
 
34 
 
Tabla 4.Composición nucleotídica de especies de Calliphoridae y 3 especies no califóridos, como 
grupo externo. 
 
  T C A G 
Blepharicnema splendens FLSTA 37,8 16,5 29,4 16,3 
Calliphora nigribasis CONGO 38,3 16,0 29,4 16,3 
Calliphora nigribasis PLMTAS 38,2 16,0 29,4 16,5 
Calliphora nigribasis SJSE 38,2 16,1 29,2 16,5 
Calliphora nigribasis SJSE2 38,2 16,1 29,0 16,7 
Calliphora nigribasis SJSE3 38,3 16,0 29,4 16,3 
Calliphora vicina KR 38,2 16,0 30,3 15,6 
Calliphora vicina BRA 38,2 16,0 30,3 15,6 
Chloroprocta idioidea ARSL 37,4 16,5 30,6 15,4 
Chloroprocta idioidea ARSL2 37,2 16,7 30,6 15,4 
Chloroprocta idioidea ARSL4 37,4 16,5 30,6 15,4 
Chloroprocta idioidea ARSL5 37,2 16,5 30,8 15,4 
Chrysomya albiceps BRA 38,2 15,8 30,8 15,2 
Chrysomya albiceps GER 38,2 15,8 30,8 15,2 
Chrysomya albiceps BGRE 38,2 15,8 30,8 15,2 
Chrysomya albiceps BGRE2 37,6 16,0 30,8 15,6 
Chrysomya albiceps SPDRO 38,2 15,8 30,8 15,2 
Chrysomya megacephala BRA 38,5 15,0 30,6 15,8 
Chrysomya megacephala SMTA 38,5 14,9 30,6 16,0 
Chrysomya megacephala SMTA2 38,5 15,0 30,6 15,8 
Cochliomyia hominivorax JAM 37,8 16,7 30,1 15,4 
Cochliomyia hominivorax SMTA 37,6 16,9 30,1 15,4 
Cochliomyia hominivorax BRA 37,6 16,9 29,9 15,6 
Cochliomyia macellaria BRA 37,6 16,7 30,1 15,6 
Cochliomyia macellaria USA 37,6 16,7 30,5 15,2 
Cochliomyia macellaria BGRE 37,6 16,7 30,1 15,6 
Cochliomyia macellaria SMTA 37,6 16,7 30,1 15,6 
Cochliomyia macellaria SPDRO 37,6 16,7 29,9 15,8 
Compsomyiops callipes USA 38,7 14,9 30,6 15,8 
Compsomyiops fulvicrura FJ025607 38,6 15,0 30,5 15,9 
Compsomyiops verena CONGO 38,5 15,0 30,8 15,6 
Compsomyiops verena PLMTAS 38,5 15,0 30,8 15,6 
Haematobia irritans 40,6 13,8 30,1 15,6 
Glossina morsitans 38,5 16,0 28,4 17,1 
Hemilucilia semidiaphana SSEB 38,0 16,7 29,4 16,0 
Hemilucilia semidiaphana SVTE 38,0 16,7 29,4 16,0 
Huascaromusca sp JARDIN 39,1 17,4 27,9 15,6 
Lucilia eximia ARSL 37,1 17,2 29,5 16,1 
Lucilia eximia BAGRE 37,1 17,2 29,5 16,1 
Lucilia eximia BRA 36,9 17,4 29,5 16,1 
Lucilia eximia BRA2 37,8 16,7 29,9 15,6 
Lucilia eximia BRA3 37,6 16,9 29,9 15,6 
Lucilia eximia BRA4 37,8 16,7 29,9 15,6 
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Lucilia eximia SMTA 37,6 16,9 29,5 16,0 
Lucilia peruviana SSEB 36,5 18,0 29,2 16,3 
Lucilia peruviana SVCTE 35,8 18,0 29,2 17,1 
Lucilia sericata BEL 39,3 14,9 30,5 15,4 
Lucilia sericata BRA 39,4 14,7 30,5 15,4 
Lucilia cuprina SANT 39,1 15,0 30,3 15,6 
Lucilia sericata RHA 39,1 15,0 30,3 15,6 
Mesembrinella bellardiana BRA 37,8 17,6 27,7 16,9 
Mesembrinella bicolor BRA 41,5 14,7 27,9 16,0 
Mesembrinella peregrina BRA 41,1 14,7 28,4 15,8 
Mesembrinella sp JARDIN 40,4 15,4 28,3 16,0 
Musca domestica 39,1 15,2 29,7 16,0 
Paralucilia fulvinota SPDRO 38,7 15,8 29,9 15,6 
Paralucilia paraensis BRA 39,4 15,0 29,7 15,8 
Promedio 38,2 16,1 29,9 15,8 
 
 
Tabla 5. Tabla de porcentaje de cambio de nucleótidos, las transiciones están representadas por 
cambios A-G o G-A y T-C o C-T (purinas – purinas o pirimidinas – pirimidinas), y las transversiones 
están representadas por cualquier otro tipo de cambios (purinas – pirimidinas o viceversa). 
  A T C G 
A - 6,04 2,54 8,44 
T 4,69 - 13,17 2,55 
C 4,69 31,25 - 2,55 
G 15,51 6,04 2,54 - 
 
 
Se mostró una mayor frecuencia de sustituciones sinónimas frente a las no 
sinónimas (548,5 y 46,5 respectivamente; Tabla 6). 
Tabla 6. Sustituciones sinónimas y no sinónimas. Ncod: número de codón; Triplet: tripleta del 
codón. S: número de sustituciones sinónimas. N: Número de sustituciones no sinónimas. 
Ncod Triplet S N Ncod Triplet S N Ncod Triplet S N 
1 GGA 4 0 61 CCA 2 0 121 TTA 11 1 
2 ACT 2 0 62 GAT 1 0 122 CAT 6 0 
3 TCA 8 0 63 ATA 3 0 123 TTA 4 0 
4 CTA 4 0 64 GCA 5 0 124 GCA 9 0 
5 AGA 2 0 65 TTC 3 0 125 GGA 2 0 
6 ATT 3 0 66 CCC 4 0 126 ATT 1 0 
7 CTA 6 0 67 CGA 2 0 127 TCT 4 0 
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8 ATT 0,5 3,5 68 ATA 1 1 128 TCA 2 0 
9 CGA 1 0 69 AAT 2 0 129 ATT 0 0 
10 GCT 7 0 70 AAT 0 0 130 TTA 2 0 
11 GAA 0 0 71 ATA 1 0 131 GGA 4 0 
12 TTA 1 0 72 AGT 1 0 132 GCA 5 0 
13 GGA 5 0 73 TTT 3 0 133 GTA 1 0 
14 CAC 8 0 74 TGA 0 0 134 AAT 0 0 
15 CCT 5 0 75 CTT 4 2 135 TTT 1 0 
16 GGG 2 0 76 CTG 11 0 136 ATT 0 0 
17 GCA 4 0 77 CCT 4 0 137 ACT 4 0 
18 TTA 5 0 78 CCT 1 0 138 ACA 2 0 
19 ATT 1 0 79 GCG 4 0 139 GTT 6 0 
20 GGT 4 0 80 TTA 2 0 140 ATT 1 0 
21 GAT 5 0 81 ACT 3 3 141 AAT 1 0 
22 GAT 4 0 82 TTA 5 1 142 ATA 0 0 
23 CAA 0 0 83 TTA 8 1 143 CGA 1 0 
24 ATT 0 0 84 TTA 3 0 144 TCA 5 1 
25 TAT 0 0 85 GTA 5 1 145 ACC 4 1 
26 AAC 4 0 86 AGT 5 0 146 GGA 1 0 
27 GTA 1 0 87 AGT 2 0 147 ATT 1 0 
28 ATT 0 1 88 ATA 0 0 148 ACT 5 1 
29 GTA 6 0 89 GTA 2 0 149 TTT 3 0 
30 ACA 1 0 90 GAA 0 1 150 GAT 4 0 
31 GCC 2 0 91 AAC 4 2 151 CGA 1 1 
32 CAT 4 0 92 GGA 2 0 152 ATA 8 0 
33 GCT 4 0 93 GCT 0 0 153 CCT 3 0 
34 TTT 2 0 94 GGG 3 0 154 TTA 1 0 
35 ATT 0 2 95 ACA 3 0 155 TTT 4 0 
36 ATA 1 0 96 GGC 3 0 156 GTT 5 0 
37 ATT 0 0 97 TGA 0 0 157 TGA 0 0 
38 TTT 8 0 98 ACA 3 0 158 TCC 8 0 
39 TTT 0 0 99 GTT 2 0 159 GTA 3 0 
40 ATA 1 0 100 TAC 3 0 160 GTA 3 0 
41 GTA 2 0 101 CCC 8 0 161 ATT 0 0 
42 ATA 9 0 102 CCG 6 0 162 ACA 2 0 
43 CCA 2 0 103 TTA 5 1 163 GCT 2 0 
44 ATT 1 1 104 TCT 3 0 164 TTA 5 2 
45 ATA 0 0 105 TCT 1 0 165 TTA 5 2 
46 ATT 1 0 106 AAT 0 2 166 CTT 7 0 
47 GGA 2 0 107 ATC 3 0 167 TTA 3 2 
48 GGA 8 0 108 GCT 2 0 168 TTA 3 0 
49 TTC 2 0 109 CAT 1 0 169 TCT 4 0 
50 GGT 2 0 110 GGA 5 0 170 TTA 2 1 
51 AAT 0 0 111 GGA 6 0 171 CCT 4 0 
52 TGA 2 0 112 GCT 1 0 172 GTA 4 0 
53 TTA 2 0 113 TCT 3 0 173 TTA 1 1 
54 GTT 4 0 114 GTA 4 0 174 GCA 13 0 
55 CCT 3 0 115 GAT 2 0 175 GGG 4 0 
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56 TTA 3 1 116 TTA 2 0 176 GCT 5 0 
57 ATA 3 0 117 GCA 3 0 177 ATT 3 0 
58 TTA 6 0 118 ATT 0 0 178 ACT 3 1 
59 GGA 1 0 119 TTT 5 0 179 ATA 1 3 
60 GCC 3 0 120 TCT 3 0 180 CTT 6 4 
                181 CTT 1 2 
                Total 548,5 46,5 
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8.2. Distancias Genéticas  
El promedio de la distancia intra-especifica fue de 0,591% (Tabla 7.), con 
oscilaciones entre 0% (SE: 0; Compsomyiops verena y Compsomyiops vicina, 
donde en ambas especies, la distancia intra-especifica es 0) y 2,904% (Lucilia 
eximia) con una mayor frecuencia de valores inferiores a 1%, encontradas en 12 
de las 13 especies analizadas bajo este parámetro.   
 
 
 
 
 
 
 
El promedio de las distancias inter-especificas fue de 10,776%. Las variaciones 
inter-especificas oscilaron entre 0,188% (C. verena – C. fulvicruca) y 18,077% (G. 
morsitans – M. bellerdiana). (Tabla 8.). 
Como el valor máximo observado en las distancias intra-especificas fue de 
2,904%, mientras que el mínimo observado en las variaciones inter-especificas fue 
de 0,188%, se observa que hubo superposición en los rangos de los valores de 
divergencia inter e intra-especifica (Figura 1). 
Especie Distancia % 
Calliphora vicina 0,000 
Compsomyiops verena 0,000 
Hemilucilia semidiaphana 0,000 
Chrysomya megacephala 0,125 
Chloroprocta idioidea 0,188 
Cochliomyia macellaria 0,226 
Calliphora nigribasis 0,453 
Cochliomyia hominivorax 0,503 
Lucilia sericata 0,503 
Lucilia peruviana 0,946 
Chrysomya albiceps 1,240 
Lucilia eximia 2,904 
Promedio 0,591 
Tabla 7. Distancia intra-especifica. El análisis se realizó usando el modelo de distancia Kimura 
2 parámetros (K2P). Todas las secuencias analizadas tienen más de un individuo de cada 
especie secuenciado (n≥2). 
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Tabla 8. Matriz de divergencia interespecífica En la parte inferior (Negro) valores absolutos de distancia inter-especifica de las intersecciones. Los 
datos se obtuvieron  usando el modelo de distancia Kimura 2 parámetros (K2P). Los números de la parte superior (azul), representan los errores 
estándar (SE) para cada intersección. Los valores encerrados en recuadros amarillos, representan los valores mínimos  y el encerrado en el 
recuadro azul representa el valor máximo. 
B
. 
s
p
le
n
d
e
n
s
C
. 
n
ig
ri
b
a
s
is
C
. 
v
ic
in
a
C
. 
id
io
id
e
a
C
. 
a
lb
ie
p
s
C
. 
m
e
g
a
c
e
p
h
a
la
C
. 
h
o
m
in
iv
o
ra
x
C
. 
m
a
c
e
lla
ri
a
C
. 
c
a
lli
p
e
s
C
. 
fu
lv
ic
ru
c
a
C
. 
v
e
re
n
a
H
. 
ir
ri
ta
n
s
G
. 
m
o
rs
it
a
n
s
H
. 
s
e
m
id
ia
p
h
a
n
a
H
e
n
ri
q
u
e
lla
 s
p
L
. 
e
x
im
ia
L
. 
p
e
ru
v
ia
n
a
L
. 
s
e
ri
c
a
ta
L
. 
c
u
p
ri
n
a
M
. 
b
e
lle
rd
ia
n
a
M
. 
b
ic
o
lo
r
M
. 
p
e
re
g
ri
n
a
M
e
s
e
m
b
ri
n
e
lla
 s
p
M
. 
d
o
m
e
s
ti
c
a
P
. 
fu
lv
in
o
ta
P
. 
p
a
ra
e
n
s
is
Blepharicnema splendens 0,013 0,012 0,015 0,017 0,016 0,015 0,016 0,015 0,014 0,014 0,016 0,020 0,015 0,017 0,011 0,013 0,013 0,013 0,019 0,017 0,016 0,017 0,018 0,014 0,014
Calliphora nigribasis 0,089 0,011 0,015 0,016 0,015 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014 0,017 0,021 0,014 0,017 0,013 0,014 0,012 0,013 0,021 0,018 0,018 0,018 0,016 0,013 0,013
Calliphora vicina 0,081 0,063 0,013 0,013 0,013 0,013 0,014 0,013 0,013 0,013 0,016 0,020 0,014 0,015 0,013 0,014 0,012 0,012 0,019 0,017 0,016 0,018 0,016 0,012 0,012
Chloroprocta idioidea 0,103 0,104 0,081 0,014 0,012 0,012 0,012 0,013 0,013 0,012 0,017 0,021 0,013 0,017 0,014 0,015 0,012 0,012 0,018 0,016 0,016 0,018 0,015 0,010 0,010
Chrysomya albieps 0,128 0,125 0,094 0,093 0,011 0,014 0,013 0,014 0,013 0,013 0,016 0,020 0,015 0,015 0,015 0,016 0,015 0,015 0,020 0,016 0,016 0,016 0,016 0,013 0,014
Chrysomya megacephala 0,112 0,108 0,083 0,078 0,062 0,014 0,012 0,011 0,010 0,010 0,014 0,020 0,012 0,016 0,014 0,016 0,013 0,014 0,020 0,017 0,017 0,017 0,014 0,013 0,011
Cochliomyia hominivorax 0,117 0,107 0,095 0,075 0,097 0,090 0,011 0,013 0,012 0,012 0,016 0,018 0,012 0,015 0,014 0,016 0,013 0,013 0,018 0,015 0,016 0,017 0,017 0,012 0,011
Cochliomyia macellaria 0,116 0,103 0,094 0,068 0,090 0,076 0,062 0,010 0,010 0,009 0,016 0,021 0,012 0,015 0,015 0,016 0,012 0,012 0,018 0,015 0,015 0,017 0,015 0,009 0,009
Compsomyiops callipes 0,104 0,100 0,087 0,079 0,090 0,058 0,082 0,058 0,003 0,004 0,014 0,019 0,012 0,016 0,014 0,016 0,014 0,014 0,019 0,017 0,017 0,018 0,014 0,011 0,009
Compsomyiops fulvicruca 0,102 0,098 0,084 0,077 0,084 0,052 0,077 0,052 0,006 0,002 0,013 0,019 0,011 0,015 0,014 0,016 0,013 0,013 0,018 0,016 0,016 0,017 0,013 0,010 0,009
Compsomyiops verena 0,102 0,100 0,084 0,075 0,082 0,054 0,075 0,050 0,008 0,002 0,014 0,019 0,011 0,015 0,014 0,015 0,013 0,013 0,018 0,016 0,016 0,017 0,014 0,010 0,009
Haematobia irritans 0,115 0,129 0,117 0,125 0,113 0,094 0,123 0,113 0,093 0,086 0,089 0,017 0,015 0,016 0,016 0,017 0,015 0,015 0,018 0,016 0,016 0,016 0,015 0,015 0,014
Glossina morsitans 0,161 0,176 0,158 0,175 0,163 0,161 0,150 0,176 0,155 0,153 0,150 0,136 0,019 0,020 0,018 0,019 0,019 0,019 0,021 0,019 0,019 0,019 0,019 0,021 0,020
Hemilucilia semidiaphana 0,107 0,100 0,098 0,086 0,109 0,075 0,068 0,069 0,068 0,061 0,063 0,100 0,156 0,016 0,014 0,015 0,013 0,013 0,020 0,017 0,017 0,018 0,016 0,012 0,012
Henriquella sp 0,132 0,139 0,109 0,132 0,117 0,116 0,112 0,114 0,121 0,114 0,114 0,120 0,177 0,118 0,016 0,018 0,014 0,014 0,017 0,012 0,012 0,016 0,018 0,015 0,016
Lucilia eximia 0,068 0,090 0,081 0,105 0,114 0,108 0,110 0,111 0,105 0,102 0,101 0,117 0,158 0,101 0,126 0,008 0,011 0,011 0,019 0,016 0,015 0,015 0,015 0,012 0,012
Lucilia peruviana 0,080 0,097 0,088 0,111 0,124 0,123 0,118 0,120 0,124 0,117 0,115 0,130 0,167 0,106 0,137 0,045 0,013 0,013 0,020 0,017 0,017 0,018 0,017 0,014 0,014
Lucilia sericata 0,077 0,078 0,068 0,074 0,107 0,087 0,089 0,073 0,090 0,088 0,088 0,105 0,148 0,084 0,106 0,073 0,088 0,002 0,017 0,015 0,015 0,014 0,015 0,012 0,011
Lucilia cuprina 0,076 0,080 0,072 0,075 0,109 0,089 0,090 0,077 0,091 0,089 0,089 0,108 0,150 0,082 0,109 0,073 0,086 0,004 0,017 0,015 0,015 0,014 0,015 0,013 0,011
Mesembrinella bellerdiana 0,156 0,174 0,151 0,141 0,169 0,162 0,152 0,147 0,151 0,149 0,151 0,153 0,181 0,169 0,135 0,160 0,165 0,129 0,128 0,017 0,018 0,016 0,019 0,018 0,017
Mesembrinella bicolor 0,134 0,153 0,127 0,127 0,122 0,132 0,114 0,116 0,134 0,127 0,127 0,131 0,165 0,139 0,080 0,125 0,141 0,111 0,115 0,137 0,005 0,017 0,018 0,015 0,015
Mesembrinella peregrina 0,124 0,150 0,120 0,120 0,126 0,130 0,114 0,118 0,131 0,129 0,129 0,127 0,157 0,141 0,080 0,119 0,139 0,109 0,113 0,144 0,013 0,016 0,019 0,016 0,016
Mesembrinella sp 0,127 0,140 0,132 0,141 0,129 0,134 0,126 0,133 0,146 0,143 0,143 0,122 0,168 0,138 0,116 0,124 0,143 0,099 0,099 0,127 0,117 0,115 0,020 0,018 0,017
Musca domestica 0,136 0,129 0,122 0,112 0,124 0,102 0,139 0,116 0,102 0,095 0,097 0,108 0,163 0,125 0,148 0,127 0,140 0,111 0,113 0,165 0,155 0,157 0,170 0,014 0,013
Paralucilia fulvinota 0,098 0,082 0,072 0,058 0,090 0,079 0,072 0,043 0,057 0,051 0,053 0,100 0,166 0,070 0,111 0,085 0,090 0,074 0,078 0,142 0,118 0,120 0,138 0,106 0,008
Paralucilia paraensis 0,093 0,085 0,072 0,054 0,092 0,062 0,068 0,040 0,045 0,039 0,037 0,093 0,160 0,068 0,109 0,086 0,097 0,062 0,063 0,137 0,115 0,117 0,127 0,093 0,031  
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Figura 1. Histograma de distancias interespecíficas vs distancias intraespecíficas 
 
En los análisis donde se excluyeron las especies con una sola secuencia, se 
observaron valores de divergencia intraespecificas que oscilan entre 0% 
(Calliphora vicina) y 1,487% (Lucilia peruviana); mientras que los valores de 
divergencia interespecifica oscilaron entre 4,416% (Lucilia eximia clado 1 x Lucilia 
eximia clado 2) y 17,927% (Cochliomyia macellaria x Glossina morsitans), de esta 
manera, debido a que el valor máximo de distancia intraespecifica fue de 1,487% y 
el mínimo de distancia interespecifica fue de 4,416%, no existe un solapamiento 
de distancias genéticas observándose un gap de distancias (Figura 2). 
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Figura 2. Histograma de distancias interespecíficas vs distancias intraespecíficas, 
excluyendo las especies que solo presentan una secuencia en los análisis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
43 
 
8.3. Análisis de los Árboles Filogenéticos 
8.3.1. Neighbour – Joining (NJ) 
En el árbol de similitud de NJ (Figura 3), se logran visualizar varios grupos, los 
cuales se asocian, principalmente, con las subfamilias a quienes pertenece cada 
una de las especies aquí mostradas. Se observa un primer grupo formado por los 
generos Mesembrinella y Huascaromusca, vislumbrando a Mesembrinella como 
parafilético, sin embargo los dos géneros presentes en este primer grupo, son 
pertenecientes a la subfamilia Mesembrinellinae (Bonatto y Marioni, 2006), cada 
nodo con valores de respaldo bootstrap superiores a 68%. Un segundo grupo, 
conformado por los géneros Cochliomyia, Paralucilia, Hemilucilia, Comsomyiops y 
Chrysomya, todas pertenecientes a la subfamilia Chrysomyinae (Florez y Wolff, 
2009; Marinho et al., 2012) y con un clado muy marcado en el género Chrysomya, 
respaldado por un valor bootstrap de 82%; además, el género Cochliomyia se 
observa como parafilético dentro de esta subfamilia, pero conservando respaldado 
con valores bootstrap de 100% en las monofilias que definen cada especie (C. 
hominivorax y C. macellaria). Y un tercer grupo conformado por los géneros 
Lucilia, Calliphora y Blepharicnema, siendo el primero perteneciente a la 
subfamilia Lucillinae y los otros dos a Calliphorinae (Amat y Wolf, 2007; Marinho et 
al., 2012) siendo estas dos subfamilias, ambas, parafileticas. Dentro de los 
Calliphorinae, el género Calliphora conserva una monofilia respaldada por un valor 
bootstrap de 78%, mientras que dentro de Luciliinae, las especie L. eximia y L. 
sericata son parafiléticas.  
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Figura 3. Árbol de Neighbour-Joining con el modelo de distancia Kimura 2 Parámetros 
(K2P), a partir de secuencias de COI de Calliphoridae (Díptera) de importancia forense y 
3 secuencias pertenecientes a dípteros no califóridos. 
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Luciliinae 
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Grupos externos 
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Es importante destacar que la topología del análisis de NJ obtenido mediante los 
datos donde se excluyen las especies con una sola secuencia, es muy similar a la 
observada anteriormente (Figura 4), con variaciones principalmente en los valores 
de los nodos de las especies. 
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Figura 4. Árbol de Neighbour-Joining con el modelo de distancia Kimura 2 Parámetros (K2P), a 
partir de especies con más de una secuencia de COI de Calliphoridae (Díptera) de importancia 
forense y 3 secuencias pertenecientes a dípteros no califóridos. 
8.3.2. Análisis Bayesiano (BA) 
En los análisis bayesianos no particionado (Figura 5), particionado incluyendo las 
3 posiciones de los codones (Figura 6) y particionado excluyendo la tercera 
posición de los codones (Figura 7), la subfamilia Chrysomyinae es parafilética, sin 
Chrysomyinae 
Luciliinae 
Calliphorinae 
Luciliinae 
Grupos externos 
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embargo todas las especies (excepto P. fulvinota – P. paraensis) representadas 
en esta subfamilia son monofiléticas, respaldadas por valores de probabilidad 
posterior superiores a 0.82; cabe resaltar que Chloroprocta idioidea, Cochliomyia 
macellaria, Cochliomyia hominivorax, Hemilucilia semidiaphana y Paralucilia 
forman una politomía, mientras que Compsomyiops y Chrysomya forman un grupo 
(excepto en el análisis donde se excluyen la tercera posición del codón, ver Figura 
7) respaldado por una probabilidad posterior de 0.90, además se conserva la 
monofilia de Chrysomya respaldada por una probabilidad posterior de 1.00 
(Figuras 5, 6 y 7).  
La subfamilia Calliphorinae es parafilética, no obstante tanto Calliphora nigribasis, 
como Calliphora vicina, son especies monofiléticas respaldadas con valores de 
probabilidad posterior de 1.00 (Figuras 5, 6 y 7). 
La subfamilia Luciliinae es parafilética en todos los casos, siendo la especie L. 
sericata parafilética y se conserva una monofilia en L. peruviana monofilética 
(Figuras 5, 6 y 7), mientras que L. eximia en algunos casos no se define la relación 
filogenéticas (Figuras 5 y 7), pero en el análisis particionado incluyendo las tres 
posiciones, se resuelve como un taxón parafilético (Figura 6), al igual que lo 
observado en NJ. 
La subfamilia Mesembrinellinae es monofilética, pero el género Mesembrinella es 
parafilético (Fig 4, 5, 6 y 7). 
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.  Figura 5. Análisis Bayesiano no particionado. Se tuvieron en cuenta las tres posiciones de 
los codones de manera conjunta. Se utilizó el modelo GTR+G+I. 
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Calliphorinae 
Luciliinae 
Chrysomyinae 
Chrysomyinae 
Grupos externos 
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Figura 6. Análisis Bayesiano particionado, en representación de las tres posiciones del codón de 
COI. Se utilizó un modelo GTR+I para la primera posición, F81 para la segunda y GTR+G para la 
tercera posición de los codones de la secuencia de COI. Estos análisis se realizaron con MrBayes 
3.1.2 (Huelsenbeck y  Ronquist (2001). 
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Luciliinae 
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Figura 7. Análisis Bayesiano particionado, excluyendo la tercera posición de los codones de 
COI. Se utilizó un modelo GTR+G+I para la primera posición y el modelo F81 para la segunda 
posición. Estos análisis se realizaron con MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck y  Ronquist (2001). 
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Chrysomyinae 
Chrysomyinae 
Grupos externos 
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8.4. Análisis de la heterogeneidad de COI por especies 
En  las ilustraciones obtenidas mediante la herramienta FINGERPRINT  (Lou y 
Golding, 2007), podemos observar gráficamente lo mostrado en la tabla 3, donde 
se observa, para cada especie, una mayor frecuencia de Adeninas y Timinas 
(Figura 8). Además, en las muestras que presentan más de una secuencia por 
especie, se observan valores en la longitud de las ramas cercanos a cero (en 
varios caso este es igual a 0), elucidando la similaridad de las  secuencias, algo 
concordante con los valores obtenidos de divergencia intraespecifica.  
Como L. eximia en el análisis de distancia NJ y filogenético bayesiano, muestran 
que cuatro ejemplares se anidan por separado de los otros tres haplotipos, se 
generaron dos códigos de barras (1 por cada grupo), obteniendo de esta manera 
valores más bajos de longitud de las ramas. 
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Figura 8. Códigos de barras generados a través de la herramienta en línea 
FINGERPRINT (Lou y Golding, 2007). El número al lado del nombre de la especie, 
representa el número de secuencias utilizadas para la generación del código de barras. 
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Continuación figura 8. 
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Continuación figura 8. 
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Continuación figura 8. 
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Continuación figura 8. 
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9. DISCUSIÓN 
9.1. Características de las secuencias y análisis de distancias 
Las características de las secuencias de ADN, siguen siendo fundamental para el 
reconocimiento de la conservación de las secuencias de ADN a lo largo de 
diferentes linajes; de esta manera, las frecuencias de nucleótidos mostradas en la 
tabla 4, son equiparables a lo observado en diversos estudios, en donde las 
frecuencias de Adenina y Timina son superiores a la observada en Guanina y 
Citocina, lo cual ha mostrado ser una características del gen COI ampliamente 
utilizado en código de barras (Nelson et al., 2007; Meiklejohn et al., 2011). 
De esta manera, es importante destacar, el valor promedio de la distancia intra-
especifica aquí obtenido (0,59%), fue superior a los valores registrados en 
Chrysomya por Nelson et al., (2007) y en Protocalliphora por Whitworth et al., 
(2007), quienes registran valores promedio inferiores a 0,2%; aunque en los 
trabajos de Hogg y Hebert, (2004) y Ball et al., (2005), estos valores llegan a ser 
superiores (>8%) a los obtenidos en esta investigación.   
Así mismo, sigue en pie la discusión sobre la importancia de la aparición del ―gap‖ 
o no solapamiento entre las distancias intra e inter-especificas, en la evaluación de 
la eficacia de la herramienta código de barras para la delimitación genética de las 
especies (Meyer y Paulay 2005), aunque sin duda alguna es una importante 
herramienta para obtener mayor fiabilidad en el establecimiento de umbrales de 
divergencia intraespecifica, en la estandarización de esta técnica (Hebert et al., 
2004). 
De esta manera, no es posible la aparición de este ―gap‖ debido al solapamiento 
que se observa entre las distancias intra e inter-especificas (Figura 1) en el 
análisis de las distancias genéticas, donde se incluyeron todas las especies 
(inclusive las que sólo presentan una secuencia), el cual se da principalmente por 
los valores de distancias inter-específicas (tabla 8) entre especies del género 
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Compsomyiops (C. callipes x C. fulvicruca = 0,566%; C. callipes x C. verena = 
0,756%; C. fulvicruca x C. verena = 0,188%); además de las comparaciones entre 
M. bicolor x M. peregrina (1,328%) y L. cuprina x L. sericata (0,441%).  
Cabe resaltar, que las especies que causan este solapamiento de distancias, 
estuvieron representadas por un solo individuo, excepto L. sericata (n=3) de esta 
manera, este solapamiento es causado seguramente por el sesgo existente en el 
número de muestras utilizadas en este análisis (Meyer y Paulay, 2005), por lo que 
es fundamental la realización de análisis que incluyan un mayor número de 
secuencias por cada especie y que representen en gran medida la variación 
geográfica de las especies estudiadas (Lanteri, 2007). 
Se ha documentado que especies con recientes procesos de especiación o 
posibles problemas en la taxonomía, han mostrado problemas en la aplicación de 
códigos de barras, lo que ocasiona que las distancias inter-especificas sean bajas 
causando el solapamiento de las distancias (Roe y Sperling, 2007) y 
observándose como especies genéticamente polifiléticas o parafiléticas (Meyer y 
Paulay, 2005). 
Claramente, L. eximia es una especie parafilética, con valores altos de distancia 
intraespecifica (2,9%, distante del segundo más alto en C. albiceps 1,204%), 
siendo un grupo de L. eximia más similar genéticamente a L. peruviana que a su 
conspecífico. A raíz de esto, se agrupo a L. eximia en dos subgrupos diferentes, 
hallándosele valores de distancia intraespecifica a cada grupo por  separado, de 
acuerdo a lo observado en los análisis NJ y bayesianos. 
De esta manera, al desarrollar el análisis excluyendo las especies con una sola 
secuencia del análisis y al agrupar a L. eximia en dos subgrupos, se logra 
observar un valor máximo distancia intraespecifica de 1,487% (L. peruviana) y un 
valor mínimo de distancia interespecifica de 4,416% (L. eximia 1), visualizando de 
esta manera un ―gap‖ de distancia (Figura 2) de 2,292%, el cual es un valor óptimo 
para la validación de esta técnica (Meyer y Paulay, 2005). Con base a este valor 
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de distancia intraespecifica obtenido (1,487%), se propone como umbral para la 
delimitación de especies un valor de distancia intraespecifica de 2% (incluso, 
considerablemente por debajo de los análisis de distancias realizados inicialmente 
2,904%), cabe resaltar que en Lepidopteras se ha propuesto un valor umbral 
cercano al 3% (Hebert et al., 2003), mientras que para Protocalliphora se ha 
propuesto valores cercanos a 1,8% (Whitworth, 2007). 
 
9.2. ¿Se está presentando en Lucilia eximia especiación criptica? 
Los análisis de distancias, dentro de la técnica de códigos de barras genéticos, ha 
sido muy aplicada en la detección de especies crípticas (Hebert et al., 2003; De 
Salle et al., 2005; Ball y Armstrong, 2007; Roe y Sperling, 2007), así pues, 
teniendo en cuenta que L. eximia muestra un alto valor de distancia intraespecífica 
(tabla 7), lo cual es respaldado con los análisis realizados de NJ (Figura 3) y 
Bayesiano (Figuras 5 – 7), donde L. eximia, se presenta  agrupado en dos 
subgrupos, estando uno de los dos más relacionado con L. peruviana, que con 
conespecíficos del taxón nominal L. eximia; de esta manera, L. eximia no es 
monofilética. Reflejado en la formación de los dos clados o grupos bien 
respaldados en los análisis NJ y Bayesiano, se presenta la  hipótesis de 
especiación críptica en L. eximia.  
Cabe resaltar que L. peruviana, es una especie andina y ha sido registrada en 
Costa Rica, Colombia, Ecuador, Perú y Panamá, limitada a lugares entre 1900 y 
2800 msnm (Bermúdez, 2007; Florez y Wolf, 2009), mientras que L. eximia 
presenta una amplia distribución Neotropical, desde los 0 msnm hasta los 2600 
msnm (Wolf y Vélez, 2007), de esta manera, estas dos especies reflejan 
diferencias en su distribución, aunque pueden llegar a coincidir en algunas 
localidades, como lo muestra Beltrán y Navarro (2011), las grandes diferencias 
morfológicas y ecológicas marcadas entre estas dos especies (Florez y Wolff, 
2009) dan pie para rechazar la posibilidad que están sean consideradas una 
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misma especie, así fortaleciendo la hipótesis de una posible especiación criptica 
en L. eximia. 
Harvey et al., (2008), ofrecen resultados similares, con especies de L. cuprina y L. 
sericata, en donde se hace notable la separación a nivel de subespecies de L. 
cuprina, debido a las variaciaciones intercontinentales de las muestras analizadas, 
lo cual no es nuestro caso, debido a que las variaciones biogeográficas de las 
muestras obtenidas no son tan distantes, inclusive, los dos subgrupos obtenidos, 
presentan muestras tanto de Colombia como de Brasil. 
Se hace necesario realizar estudios posteriores que incluyan secuencias que 
representen ampliamente los rangos geográficos de distribución de esta especie, 
además de otro tipo de marcadores y análisis mucho más detallados de la 
morfología de la especie. 
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9.3. Aproximación Filogenética 
Dentro de los objetivos del proyecto no está la aclaración de las relaciones 
filogenéticas de la familia Calliphoridae, inclusive, la sola utilización del gen código 
de barras COI, para definir filogenias no es muy confiable; sin embargo, la 
utilización de aproximación filogenética, en la herramienta de códigos de barras 
genéticos, se hace impotante en para determinar si los ejemplares de un taxón 
específico delimitado morfológicamente, se corresponden a nivel genético (Nelson 
et al., 2007; Powes et al., 2011; Meiklejohn et al., 2011). 
La filogenia de la familia Calliphoridae ha sido descrita recientemente por Marinho 
et al., (2012), quienes realizan un gran esfuerzo para la obtención de una filogenia 
completa de este grupo, incluyendo así mismo, muestras no solo de califóridos, 
sino de otras moscas no pertenecientes a esta gran familia, ya que Rognes 
(1977), reporta a la familia Calliphoridae como un grupo no monofilético, lo cual es 
revalidado por Marinho et al., (2012), utilizando caracteres moleculares. 
La monofilia del género Chrysomya ha sido registrada en varias oportunidades 
(Nelson et al., 2007; Singh y Wells, 2011), lo cual es bien observado en todos los 
análisis aquí realizados. 
Los resultados muestran a Huascaromusca sp., como especie hermana al grupo 
[M. bicolor + M. peregrina], sugiriendo que el género Mesembrinella es parafilético, 
sin embargo, se conserva la monofilia dentro de esta subfamilia, de esta manera, 
esta característica ha sido documentada por Marinho et al. (2012), pero siempre 
por fuera del clado de los califóridos (excluyendo a Mesembrinellinae), elucidando 
a la familia Calliphoridae como en un taxón parafilético. Contrastante a lo 
observado en los arboles filogenéticos aquí observados, donde Mesembrinellinae 
mantiene la monofilia de Calliphoridae; cabe resaltar que Marinho et al., (2012), 
utiliza 4 marcadores moleculares (ITS2 28S COI 16S) y además emplea todas las 
familias de Ostreoidea, lo cual le da mayor robustez a los análisis desarrollados.  
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Comparando el árbol bayesiano no particionado (Figura 5) con el árbol NJ (Figura 
3), se observa que el patrón de separación de las especies de interés es claro, 
excepto en L. eximia. De esta manera, manifiesta la utilidad del fragmento del gen 
COI funciona para este caso. Además, permite identificar una posible especie 
críptica dentro del nombre L. eximia. 
 
9.4. Análisis de heterogeneidad de COI por especies 
Más que mostrar la composición de las secuencias, los valores de longitud de las 
ramas que nos arroja esta  herramienta, nos ayudan a determinar similitud entre 
las secuencias de una misma especie, ya que mientras este valor este más 
cercano a 0, quiere decir que las secuencias dentro de una misma especie 
presenta menor número de sustituciones. C. verena (n=2) y H. semidiaphana 
(n=2), registran valores de 0, lo cual nos indica que son secuencias idénticas y 
debido a esto es que estas especies presentan valores de divergencia 
intraespecifica igual a cero (0). De esta manera, este indicativo de longitud de las 
ramas, es directamente proporcional al valor de divergencia intraespecifica 
observado en cada una de las especies analizadas, permitiendo así proporcionar 
una estimación aproximada de la importancia de esta herramienta y un nivel de 
confianza en los datos presentados (Lou y Golding, 2007).  
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10. CONCLUSIONES 
 Las frecuencias de nucleótidos del gen códigos de barras COI, es equiparable 
con otras publicaciones. A: 38,2% T: 39,9% G: 1,16% C: 15,8%. 
 La región código de barras COI, provee una sencilla amplificación y presenta 
productos de secuenciación fácilmente editables, lo que facilita la rápida 
obtención de bases de datos de códigos de barras y la subsecuente 
identificación de especies. 
 No se obtuvo evidencia para comprobar la aplicabilidad de esta técnica en las 
especies de la subfamilia Mesembrinellinae y las especies C. fulvicruca y C. 
callipes. 
 Posiblemente existan especies crípticas en L. eximia, ya que los resultados 
muestran a L. eximia como parafilética, además de dos clados no relacionados 
entre. 
 Aunque no exista mayor fiabilidad con la utilización de gen códigos de barras 
COI para aclaración de filogenias, las arboles obtenidos a través de los 
diferentes métodos, pueden llegar a ser muy informativos. 
 La herramienta Fingerprint, provee una visualización fácil y rápida de las 
características de las secuencias, ayudando a la delimitación de las especies. 
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11. RECOMENDACIONES 
 
 Se recomienda la realización estudios utilizando un mayor número de 
secuencias por especie, para así representar, lo mejor posible, las variaciones 
geográficas presentes por cada especie, logrando obtener valores de distancia 
intra-específica para todas las especies analizadas. 
 
 Realizar la cuantificación de la concentración de ADN, en el proceso de 
estandarización de la PCR. 
 
 
 Se hace necesaria la realización de un estudio exhaustivo sobre la filogenia del 
género Lucilia, el cual involucre datos morfológicos y marcadores moleculares, 
además de una revisión taxonómica completa donde se propongan límites 
naturales entre las especies. 
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